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序論 
 
1898 年に Tigerstedt と Bergmann により，ウサギの腎臓から renin が発見されて以来 [1]，
renin angiotensin (RA) 系に関する研究は 100 年以上にわたり行われている．当初，renin は昇
圧物質として考えられていたが，1940 年に異なる 2 つの研究グループにより renin そのもの
は昇圧作用を示さず，血漿中の基質に作用してはじめて昇圧作用を示すことが明らかにされ
た．すなわち，Braun-Menendez らは，renin が血中の hypertensinogen に働いて hypertensin を
生成し，それが昇圧作用を示すとした [2]．一方，Page らは，renin が血中の renin substrate
に働いて angiotonin を作り，それが昇圧作用を示すとした [3]．その後，両者の話し合いに
より hypertensin 及び angiotonin という異なった名称は angiotensin (Ang) と統一された．1950
年代には Skeggs らが Ang I 及び II の存在を解明し [4]，Ang Iを Ang II へと変換する酵素，
すなわちアンジオテンシン変換酵素 (ACE) の存在を明らかにした [5]．その後，1990 年代
に入り，Ang II 受容体である Ang II タイプ (AT) 1 受容体 [6, 7] 及び AT2 受容体 [8, 9] がク
ローニングされたのを皮切りに，Ang II に関する生理学的・薬理学的研究が盛んに行われる
ようになり，現在の RA 系に関する知的体系が確立された． 
Fig. 1. Cascade of the circulating renin angiotensin system (A) and metabolism of Ang II (B). 
 
Reninは主に腎臓の傍糸球体細胞で生合成されて血中に放出されるアスパルチルプロテア
ーゼであり，肝臓で生合成されるアンジオテンシノーゲン (AGT) に作用して，デカペプチ
ドである Ang I を遊離する．Ang I は血中あるいは血管内皮細胞表面上に存在する ACE によ
りオクタペプチドの Ang II へと変換される．その後，Ang II は血管平滑筋，脳，心臓等の広
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範囲に発現している AT1 及び AT2 受容体に作用することで生理作用を示す (Fig. 1A)．非常
に興味深いことに，Ang II はその代謝産物も生理活性を有しており，ACE2 により C 末端側
の Phe が遊離すると Ang (1-7) へと代謝さる．一方，aminopeptidase A の働きにより，N 末
端の Asp が切り出されると Ang III が生成する (Fig. 1B)．Ang III は Ang II と同様に AT1 及
び AT2 受容体に対する完全アゴニストとして作用するが，Ang (1-7) は Mas 受容体に作用す
ることにより，AT1 受容体を介した多くの反応に対して抑制的に働く [10, 11]． 
上述した循環血液中での Ang II 産生機構は循環 RA 系と呼ばれている．循環 RA 系は古く
から研究されている循環ホルモン系であり，主に血行動態の調節及び維持に関与していると
考えられている．一方で，AGT，ACE 及び Ang II 受容体などの RA 系構成因子は種々の臓
器・組織においても存在しており，循環 RA 系から独立した組織 RA 系を構成している．こ
れまでに，心臓，血管，腎臓，骨髄，脂肪組織及び脳において組織 RA 系の存在が確認され
ている [12]． 
RA 系は中枢神経系においても重要な役割を担っており，特に脳内 RA 系に関する研究が
活発に行われている．すなわち，脳において産生された Ang II は交感神経系を活性化する
ことによる昇圧作用，塩分・水分摂取量の増加，バソプレシン等の下垂体ホルモンの分泌促
進に関与している [13-15]．脳内において Ang II は疼痛伝達にも関与しており，尾側延髄腹
外側野 (CVLM) においては痛覚過敏を誘発する [16]．それとは対照的に，脳室内 [17] や
中脳水道周囲灰白質 (PAG) [18] へ Ang II を投与すると抗侵害刺激作用を示す．これらの報
告は，Ang II が作用する脳領域の違いにより，疼痛伝達機構において相反する作用を示すこ
とを示唆している．一方，Ang II は疼痛伝達において重要な部位の一つである脊髄後角に存
在 [19] し，後根神経節 (DRG) においては痛みの伝達物質であるサブスタンス P やカルシ
トニン遺伝子関連ペプチド (CGRP) と共存していることが報告されている [20]．しかしな
がら，脊髄疼痛伝達機構における Ang II 系の役割については未だ解明されていない． 
Ang II の刺激により活性化されるタンパク質の 1 つに mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) がある．MAPK は細胞の生存，分化，遊走，遺伝子発現などに関与しており，発
達期や病態時における多くの現象を制御している重要な酵素である．MAPK ファミリーは
extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2，c-Jun NH2-terminal kinase (JNK)，及び p38 MAPK
などから構成される．これらの MAPK ファミリーは進化的に保存されてきたキナーゼであ
り，それぞれ対応する MAPK kinase (MEK) により Thr-X-Tyr 配列中の Thr 及び Tyr 残基がリ
ン酸化されることにより，その活性が上昇する (Fig. 2)．非キナーゼドメインの C 末端には
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酸性アミノ酸に富む配列である common docking (CD) ドメインが保存されており (Fig. 2B)，
活性化された MAPK はこの領域を介して様々な基質と結合することにより，効率的な酵素
反応を行っている [21]． 
Fig. 2. MAPK signal cascade (A) and their structures (B). 
 
 炎症性疼痛及び神経障害性疼痛モデル動物の脊髄後角では ERK1/2，JNK 及び p38 MAPK
が活性化されており，MAPK 阻害薬の脊髄クモ膜下腔内 (i.t.) 投与はこれらのモデル動物で
認められる疼痛反応を抑制することが報告されている [22]．加えて，p38 MAPK は炎症性サ
イトカインの発現にも関与しており，アジュバント関節炎ラットの脊髄における interleukin 
(IL)-1，IL-6 及び tumor necrosis factor の遺伝子発現量の上昇は p38 MAPK 阻害薬の i.t.投与
により顕著に抑制される [23]．これらの知見は，脊髄における ERK1/2，JNK 及び p38 MAPK
の活性化が疼痛伝達機構において促進的に関与していることを示唆している． 
 そこで，本研究では Ang II 及びその活性代謝物である Ang III に着目し，これらのペプチ
ドの脊髄疼痛伝達機構における役割について，脊髄内 MAPK シグナル経路の変化からの解
明を試みた．まず，第 1 章では Ang II 又は III をマウスへ直接 i.t.投与することにより，これ
らのペプチドが脊髄疼痛伝達機構に及ぼす影響について明らかにした．第 2 章ではホルマリ
ン試験における AT1 受容体拮抗薬 losartan の i.t.投与による効果を解析することで，内因性
Ang II の脊髄疼痛伝達機構における役割を明らかにした． 
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尚，本論文の詳細については， 
 
第 1 章：Nemoto W, Nakagawasai O, Yaoita F, Kanno SI, Yomogida S, Ishikawa M, Tadano T, 
Tan-No K. Angiotensin II produces nociceptive behavior through spinal AT1 
receptor-mediated p38 mitogen-activated protein kinase activation in mice. Mol Pain, 9:38 
(2013). 
 
        Nemoto W, Ogata Y, Nakagawasai O, Yaoita F, Tadano T, Tan-No K. Involvement of p38 
MAPK activation mediated through AT1 receptors on spinal astrocytes and neurons in 
angiotensin II- and III-induced nociceptive behavior in mice. Neuropharmacology, 
99:221-231 (2015). 
 
第 2 章：Nemoto W, Ogata Y, Nakagawasai O, Yaoita F, Tanado T, Tan-No K. The intrathecal 
administration of losartan, an AT1 receptor antagonist, produces an antinociceptive effect 
through the inhibiton of p38 MAPK phosphorylation in the mouse formalin test. Neurosci 
Lett, 585:17-22 (2015). 
 
に掲載済みである． 
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第 1章 脊髄疼痛伝達機構における Angiotensin II 及び IIIの関与 
 
1.1. 緒言 
 Angiotensin (Ang) II を尾側延髄腹外側野 (CVLM) に投与した際，痛覚過敏 [16] を示すの
に対し，脳室内 [17] や中脳水道周囲灰白質 (PAG) [18] に投与すると抗侵害刺激作用を示
す．一方，Ang II は疼痛伝達において重要な部位の一つである脊髄後角に存在 [19] し，後
根神経節 (DRG) においては痛みの伝達物質であるサブスタンスPやカルシトニン遺伝子関
連ペプチド (CGRP) と共存している [20]．これらの知見から Ang II は脊髄における疼痛伝
達に関与していることが示唆されるものの，その役割については不明である． 
そこで本章では Ang II及びその C 末端代謝物で AT1及び AT2受容体に完全アゴニストと
して作用する Ang III をマウスの脊髄クモ膜下腔内へ直接投与し，これらのペプチドが脊髄
疼痛伝達機構に及ぼす影響について検討した．  
 
 
1.2. 実験材料ならびに方法 
 
1.2.1. 使用動物 
 実験には体重 22-24 g の ddY 系雄性マウス (日本 SLC) を使用した．実験に供するまで温
度は 22 ± 2 ºC，湿度 55 ± 5%，明暗 12 時間サイクル (明期; 8:00-20:00，暗期; 20:00-8:00) に
管理されている環境下で飼育した．飼育にはプラスチックケージ (30 × 20 × 15 cm) を使用
し 1 ケージにつき 6 匹ずつ飼育した．飼育期間中は固型飼料 (船橋農場 F-2) 及び水道水を
自由に摂取させた．全ての実験は東北医科薬科大学動物実験規定に基づき行った． 
 
 
1.2.2. 脊髄クモ膜下腔内投与 
 脊髄クモ膜下腔内 (i.t.) 投与は Hylden と Wilcox の方法 [24] に準じて行った．すなわち，
マウスの腰椎を指で固定した後，腰椎 5 番と 6 番の間の髄腔内へ 50 l シリンジ (Hamilton) 
に取り付けた 1/5 皮下針 (M-S Surgical) を素早く挿入し，薬液を 5 l/mouse の割合で無麻酔
下にて直接投与した．尚，ペプチドの吸着を防ぐため，シリンジ及び 1/5 皮下針は Sigmacote 
(Sigma Aldrich) を用いてシリコン化を施した． 
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1.2.3. 行動観察方法 
 マウスを測定用透明プラスチックケージ (22.0 × 15.0 × 12.5 cm) の中へ 1 個につき 1 匹ず
つ入れ，約 60 分後に自発運動の消失を確認した後，マウスをケージから取り出し素早く薬
液を i.t.投与した．測定はケージから約 1 m 離れて行い，測定項目は下腹部への両後肢によ
る scratching，両後肢や尾部への biting 及び licking で，これらの行動の持続時間を薬液投与
直後から 25分間測定した．尚，経時変化の測定の際は 5分間隔で 30分間行動観察を行った． 
 
 
1.2.4. 使用薬物 
 実験は以下の薬物及び試薬を用いて行った． 
 Ang II，Ang III (Peptide Institute); morphine hydrochloride (Sankyo); losartan potassium (LKT 
Laboratories); 1-[[4-(dimethylamino)-3- methylphenyl]methyl]-5-(diphenylacetyl)-4,5,6,7-tetrahydro 
-1H-imidazo[4,5-c]pyridine-6-carboxylic acid ditrifluoroacetate (PD123319), 1,4-diamino-2,3 
-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadiene (U0126), 4-[5-(4-fluorophenyl)- 2-[4-(methylsulpho 
-nyl)phenyl]-1H-imidazol-4-yl]pyridine hydrochloride (SB203580 hydrochloride) (Tocris 
Bioscience); anthra (1,9-cd) pyrazol-6(2H)-one (SP600125) (Alexis); L--aminoadipic acid (LAA)，
minocycline (Sigma Aldrich)．I.t.投与を行う際，Ang II，Ang III，losartan 及び minocycline は
Ringer 液に溶解した．PD123319，U0126，SB203580，SP600125 及び LAA は 6.8% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) 含有 Ringer 液に溶解した．Ang II 受容体拮抗薬や MAPK 関連阻害薬の効
果を検討する際は，これらの薬物を Ang II 又は III と共に溶解し，同時投与した．グリア細
胞活性阻害薬は Ang II 又は III を投与する 30 分前に i.t.投与した．Morphine は生理食塩水に
溶解し，Ang II 又は III を i.t.投与する 5 分前に腹腔内 (i.p.) へ投与した．その他の試薬につ
いては市販の特級試薬あるいはこれに相当するものを用いた． 
 
 
1.2.5. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 及びウエスタンブロッティング 
 Ang II もしくは Ang III を i.t.投与した 10 分後にマウスを断頭にて屠殺後，背側の皮膚を
切除し脊柱 (胸部～腰髄) を一魂にして切り出した．その後，尾側から吻側に向けて脊柱管
に氷冷した生理食塩水を注入し，脊髄を取り出した．摘出した脊髄から L4-L6 の背側部を切
り出し，150 l の CelLytic MT Mammalian Tissue Lysis/Extraction Reagent (Sigma Aldrich) 中で
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十分にホモジナイズした．遠心分離 (15,000×g, 15 min, 4ºC) 後，上清 120 l を取り出し，
4×Laemmli sample buffer (300 mM Tris-HCl, 8% SDS, 40% glycerol, 12% 2-mercaptoethanol, 
0.012% bromophenol blue, pH 6.8) を 1/3 量加え，95 ºC で 10 分熱処理することでウエスタン
ブロッティング用のサンプルとした． 
サンプルは 10%アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE を行い，分離したタンパク質を
polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜  (Bio-Rad) へセミドライ式トランスファー装置 
(Bio-Rad) を用いてトランスファーした．トランスファーした PVDF 膜を 5%スキムミルク
含有 TBST (10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4) を用いて室温で 30 分間
ブロッキングした後，5%スキムミルク含有 TBST で 1,000 倍希釈した下記の 1 次抗体とそれ
ぞれ一晩 4ºC でインキュベーションした．PVDF 膜を TBST で洗浄後，TBST で希釈した西
洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 標識抗ウサギ IgG 抗体 (Cell Signaling Technology, 5,000
倍希釈) と室温にて 2 時間インキュベーションした後，化学発光検出キット (ECL Western 
Blotting detection reagent, GE Healthcare) を用いて，HRP と基質により生じた化学発光を化学
発光検出フィルム (Hyperfilm MP, GE Healthcare) に感光させて検出した．化学発光検出フィ
ルムに現像したバンドは Image-J 1.43u (National Institute of Health) を用いて定量した． 
 
1 次抗体 
 ウサギ抗 ERK1/2 抗体     (Cell Signaling Technology) 
 ウサギ抗リン酸化 ERK1/2 抗体    (Cell Signaling Technology) 
 ウサギ抗 JNK 抗体             (Cell Signaling Technology) 
 ウサギ抗リン酸化 JNK 抗体     (Cell Signaling Technology) 
 ウサギ抗 p38 MAPK 抗体     (Cell Signaling Technology) 
 ウサギ抗リン酸化 p38 MAPK 抗体    (Cell Signaling Technology) 
 
 
1.2.6. 免疫組織化学的染色法による解析 
顕微測光法による解析 
ペントバルビタール Na (50 mg/kg; Dainippon Sumitomo Pharma) を i.p.投与することにより
麻酔を施し，開腹後，右心室より大動脈内にカニューレを挿入し，5 ml/minの流速で phosphate 
buffered saline (PBS, pH 7.2, 4ºC) を 20 ml 灌流し脱血した．その直後に固定液  (4% 
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paraformaldehyde, 0.8% glutaraldehyde in PBS, 4ºC) を同じ流速で 40 ml 灌流し，組織を固定し
た．灌流固定後，脊髄を摘出し，4ºC の固定液に 60 分間浸して再固定を行った．その後，
PBS で 15 分 4 回の洗浄を行い，20% sucrose 溶液中にて 12 時間浸し，水分をできるだけ取
り除いてから使用した．切片は脊髄を M-1 embedding matrix (Thermo Scientific) を用いて固
定した後，クリオスタット (Microm International GmbH) により—12 ºC で 20 m の厚さに切
り出した．その後，凍結切片をゼラチンコーティングしたスライドガラス (26 × 76 mm) に
貼り付け，標本とした．作製した標本は，12 時間脱気した後に使用した．脊髄切片の免疫
染色は以下の手順で行った． 
1) PBS によりサンプルを 30 分間 2 回洗浄 
2) 10% normal goat serum (NGS) (Invitrogen) 含有 PBST (0.3% TritonX-100 in PBS, 4ºC) で
30 分間ブロッキング 
3) PBS によりサンプルを 15 分間 2 回洗浄 
4) 1% NGS 含有 PBST で 100 倍希釈したウサギ抗 AT1 受容体抗体 (Alpha Diagnostic) を
4ºC で一晩反応 
5) PBS によりサンプルを 30 分間 4 回洗浄 
6) 1% NGS 含有 PBST で 200 倍希釈した FITC 標識抗ウサギ IgG 抗体 (Invitrogen) を 4ºC
で一晩反応 
7) PBS によりサンプルを 60 分間 4 回洗浄 
8) 切片に Dako Fluorescence Mounting Medium (Dako North America) を滴下し，カバーガラ
スで封入 
9) 解析までは 4ºC の暗室で保存 
  
AT1 受容体の免疫蛍光強度は MapAnalyzer (Yamato Scientific) を用いて解析した． 
 
共焦点顕微鏡による解析 
ペントバルビタール Na (50 mg/kg) を i.p.投与することにより麻酔を施し，開腹後，右心
室より大動脈内にカニューレを挿入し，5 ml/min の流速で PBS (pH 7.2, 4ºC) を 20 ml 灌流し
脱血した．その直後に固定液 (4% paraformaldehyde in PBS, 4ºC) を同じ流速で 40 ml 灌流し，
組織を固定した．灌流固定後，脊髄を摘出し，4ºC の固定液に 60 分間浸して再固定を行っ
た．その後，PBS で 15 分 4 回の洗浄を行い，20% sucrose 溶液中にて 12 時間浸し，水分を
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できるだけ取り除いてから使用した．脊髄切片の作製は，上記と同様の方法により，厚さ
40 m の切片を作製した．脊髄切片の免疫染色は以下の手順で行った． 
1) PBS によりサンプルを 30 分間 2 回洗浄 
2) 10% NGS あるいは 10% normal donkey serum (NDS) (Rockland Immunochemicals) 含有
PBST で 4ºC で 30 分間ブロッキング 
3) PBS によりサンプルを 15 分間 2 回洗浄 
4) 1% NGS 含有 PBST あるいは 1% NDS 含有 PBST で希釈した下記の 1 次抗体を 4ºC で
一晩反応 
 
1 次抗体及び希釈倍率は以下の通り 
 ウサギ抗 AT1 受容体抗体 (100 倍希釈)  
 ヤギ抗 AT1 受容体抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 100 倍希釈) 
 ウサギ抗リン酸化 p38 MAPK 抗体 (100 倍希釈) 
 マウス抗リン酸化 p38 MAPK 抗体 (Cell Signaling Technology, 100 倍希釈) 
 マウス抗 neuronal nuclei (NeuN) 抗体 (Millipore, 200 倍希釈) 
 マウス抗 glial fibrillary acidic protein (GFAP) 抗体 (Millipore, 200 倍希釈) 
 ウサギ抗 ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Iba-1) 抗体 (Wako Pure Chemical 
Industries, 200 倍希釈) 
 
5) PBS によりサンプルを 30 分間 4 回洗浄 
6) 1% NGS 含有 PBST あるいは 1% NDS 含有 PBST で 200 倍希釈した下記の 2 次抗体を
4ºC で一晩反応  
 
2 次抗体は以下の通り 
 Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Molecular Probes) 
 Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Molecular Probes) 
 Alexa Fluor 488 標識ロバ抗ウサギ IgG 抗体 (Molecular Probes) 
 Alexa Fluor 568 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Molecular Probes) 
 Alexa Fluor 568 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Molecular Probes) 
 Alexa Fluor 568 標識ロバ抗ヤギ IgG 抗体  (Molecular Probes) 
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 Alexa Fluor 568 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Molecular Probes) 
 
7) PBS によりサンプルを 60 分間 4 回洗浄 
8) Dako Fluorescence Mounting Medium を用いてカバーガラスで封入 
9) 解析までは 4ºC の暗室で保存 
 
 免疫蛍光は，D-Eclipse C1 confocal microscope (Nicon) により可視化させた． 
 
 
1.2.7. 統計処理 
実験結果は，平均値 (means) ± 標準誤差 (SEM) で示した．群間の有意差は 1 元配置もし
くは 2 元配置の分散分析後，Fischer’s PLSD 法を用いて検定した．ただし，2 群間の比較に
は t-検定を用いた．また，すべての検定法において危険率 5 %以下を有意差ありと判定した． 
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1.3. 実験結果 
 
1.3.1. Ang II および Ang III 誘発性 scratching，biting及び licking 行動 
 Ang II (3 pmol) の i.t.投与により誘発される scratching，biting 及び licking 行動を投与直後
から 5 分間隔で 30 分間にわたり測定したところ，投与後 5-10 分及び 20-25 分をピークとす
る 2 相性の行動が引き起こされた (Fig. 3A)．また，Ang II (1-3 pmol) は用量依存的な
scratching，biting 及び licking 行動を誘発し，3 pmol の用量において vehicle 投与群と比較し
て有意な行動が観察された (Fig. 3B)．  
Fig. 3. Scratching, biting and licking responses induced by the i.t. administration of Ang II in mice. (A) Time 
course of the behavioral response induced by Ang II (3 pmol) or vehicle solution alone. The ordinate shows the total time 
spent scratching, biting and licking for each 5 min-period of measurements. (B) Effects of various doses of Ang II (1-3 
pmol/mouse). The duration of scratching, biting and licking induced by Ang II or vehicle solution was determined over a 
25 min period starting immediately after i.t. injection. Values represent the means ± S.E.M. for groups of 10 mice. **p < 
0.01 compared with vehicle controls. 
 
Fig. 4. Scratching, biting and licking responses induced by the i.t. administration of Ang III in mice. (A) Time 
course of the behavioral response induced by Ang III (1 pmol) or vehicle solution alone. The ordinate shows the total 
time spent scratching, biting and licking for each 5 min-period of measurements. (B) Effects of various doses of Ang III 
(0.01-1 pmol/mouse). The duration of scratching, biting and licking induced by Ang III or vehicle solution was 
determined over a 25 min period starting immediately after i.t. injection. Values represent the means ± S.E.M. for groups 
of 10 mice. *p < 0.05, **p < 0.01 compared with vehicle controls. 
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一方，Ang III の i.t.投与によっても scratching，biting 及び licking 行動が誘発され，これら
の行動は投与 25 分後にはほとんど消失した (Fig. 4A)．また，Ang III (0.01-1 pmol) は用量依
存的な scratching，biting 及び licking 行動を誘発し，0.1 及び 1 pmol の用量において vehicle
投与群と比較して有意な行動が観察された (Fig. 4B)． 
従って，以後の実験では Ang II は 3 pmol，Ang III は 1 pmol の用量を使用し，行動測定時
間はいずれの場合も投与後 25 分間とした． 
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1.3.2. Ang II 及び III誘発性 scratching，biting 及び licking行動に対する morphineの効果 
 Ang II 及び III により誘発される scratching，biting 及び licking 行動が疼痛関連行動である
のか否かを明らかにするため，これらのペプチドを i.t.投与する 5 分前に morphine を i.p.投
与し，その効果を検討した．Ang II 及び III 誘発性 scratching，biting 及び licking 行動はいず
れも morphine (0.1-0.3 mg/kg) により用量依存的に抑制され， ID50 値はそれぞれ 0.15 
(0.147-0.157) mg/kg 及び 0.19 (0.14-0.27) mg/kg であった (Fig. 5)．これらの結果より，Ang II
及び III 誘発性 scratching，biting 及び licking 行動は疼痛関連行動であることが明らかとなっ
た． 
 
 
Fig. 5. Effect of morphine on Ang II or III-induced scratching, biting and licking responses in mice. Morphine was 
administered i.p. 5 min prior to the i.t. injection of Ang II (3 pmol) (A) or III (1 pmol) (B). The duration of scratching, 
biting and licking induced by Ang II or III was determined over a 25 min period starting immediately after its injection. 
Values represent the means ± S.E.M. for groups of 10 mice. **p < 0.01 compared with vehicle controls, #p < 0.05 
compared with Ang II alone and ##p < 0.01 compared with Ang III alone. 
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1.3.3. Ang II 及び III誘発性疼痛関連行動に対する Ang II受容体拮抗薬の効果 
 Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動に関与している受容体を明らかにする目的で，AT1 受
容体拮抗薬 losartan及びAT2受容体拮抗薬 PD123319の効果を検討した．Losartan (0.3-3 nmol) 
を Ang II と同時投与することにより，疼痛関連行動は用量依存的に抑制され，その ID50値
は 0.55 (0.47-0.63) nmol であった (Fig. 6A)．同様に，Ang III 誘発性疼痛関連行動も losartan 
(0.03-3 nmol) の同時投与により用量依存的に抑制され，その ID50値は 0.38 (0.37-0.39) nmol
であった (Fig. 6C)．一方で，PD123319 は Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動に影響を与え
なかった (Fig. 6B and D)．これらの結果より，Ang II 及び III は脊髄内の AT2 受容体ではな
く AT1 受容体に作用することにより，疼痛関連行動を誘発することが明らかとなった． 
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Fig. 6. Effects of AT1 and AT2 receptor antagonists on i.t. Ang II- or III-induced nociceptive behavior in mice. 
Losartan or PD123319 was co-administered i.t. with Ang II (3 pmol) (A, B) or III (1 pmol) (C, D). The duration of 
scratching, biting and licking induced by Ang II or III was determined over a 25 min period starting immediately after its 
injection. Values represent the means ± S.E.M. for groups of 10 mice. **p < 0.01 compared with vehicle controls, #p < 
0.05 compared with Ang II alone and ## p < 0.01 compared with Ang III alone. n.s., not significant. 
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1.3.4. 脊髄における AT1 受容体の発現分布 
脊髄 (L5) における AT1 受容体の発現分布は，免疫組織化学染色を行った後，顕微測光法
により解析した．AT1 受容体由来の蛍光強度は 18 段階に色分けされており，黒色から白色
になるにつれて蛍光強度が強くなっていることを示している．マウスの脊髄において AT1
受容体は，疼痛伝達機構において重要な役割を担っている脊髄後角 (ラミナ I 層及び II 層) 
に高発現していた (Fig. 7)． 
 
 
Fig. 7. Distribution of the immunohistochemical fluorescence intensity for AT1 receptors in mice lumbar spinal 
cord (L5). (A) Diagram representing segment of the spinal cord. (B) Quantitative immunohistochemical distribution of 
AT1 receptors in the lumbar spinal cord. 
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1.3.5. 脊髄後角における AT1 受容体陽性細胞の局在 
脊髄後角において AT1 受容体がどの細胞種に発現しているのかを明らかにする目的で，
AT1 受容体と NeuN (神経細胞マーカー)，GFAP (アストロサイトマーカー) 及び Iba-1 (ミク
ログリアマーカー) をそれぞれ蛍光二重染色し共焦点顕微鏡を用いて共局在の有無を確認
した．その結果，AT1受容体はNeuN陽性細胞及びGFAP陽性細胞において共局在していた．
一方，Iba-1 陽性細胞における AT1 受容体の発現は認められなかった．以上より，脊髄後角
において AT1 受容体は神経細胞及びアストロサイトに発現し，ミクログリアには発現して
いないことが明らかとなった． 
 
 
 
 
Fig. 8. Double immunofluorescence staining of AT1 receptors and either NeuN, GFAP or Iba-1 in the mouse 
lumbar superficial dorsal horn (L5). A-C: photomicrographs of fluorescent NeuN-immunoreactive (IR) cells (A) and 
AT1 receptor-IR cells (B), and merging of A and B (C). D-F: photomicrographs of fluorscent GFAP-IR cells (D) and 
AT1 receptor-IR cells (E), and merging of D and E (F). G-I: photomicrographs of fluorescent Iba-1-IR cells (G) and AT1 
receptor-IR cells (H) and merging of G and H (I). Scale bar = 20 m.  
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1.3.6. Ang II 及び III誘発性疼痛関連行動に対する各種 MAPK関連阻害薬の効果 
AT1 受容体の活性化は ERK1/2 や JNK，p38 MAPK といった MAPK のリン酸化を引き起
こすことが知られている [25-27]．そこで次に，これらの MAPK の活性化が Ang II 及び III
誘発性疼痛関連行動の発現に関与しているのかどうかを明らかにするため，MAPK 関連阻
害薬をAng IIもしくは IIIと同時投与し，その効果を検討した．MEK1/2阻害薬U0126 (2 nmol, 
i.t.) はホルマリン誘発性アロディニアを抑制することが報告されているが [28]，1 nmol 及
び 3 nmolのU0126 はAng II誘発性疼痛関連行動を抑制しなかった (Fig. 9A)．同様に，3 nmol
の U0126 は Ang III 誘発性疼痛関連行動に対して影響を与えなかった (Fig. 9B)．JNK 阻害薬
SP600125 (4.5 nmol, i.t.) はホルマリン誘発性の侵害刺激行動を抑制することが報告されて
いる [29]．しかしながら，同様の用量である 3 nmol の SP600125 は Ang II 及び III 誘発性疼
痛関連行動に対して影響を与えなかった (Fig. 9C and D)．一方，p38 MAPK 阻害薬 SB203580 
(0.1-1 nmol) は用量依存的に Ang II 誘発性疼痛関連行動を抑制し，1 nmol の用量において有
意な効果が観察された (Fig. 9E)．また，Ang III 誘発性疼痛関連行動に対して SB203580 はよ
り低用量で効果を示し，0.1 及び 1 nmol の用量において有意な抑制作用が認められた (Fig. 
9F)．尚，Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動に対する SB203580 の ID50値は，それぞれ 0.34 
(0.32-0.37) nmol 及び 0.055 (0.023-0.13) nmol であった．これらの結果より，ERK1/2 や JNK
ではなく p38 MAPKの活性化が Ang II及び III誘発性疼痛関連行動に関与している可能性が
示唆された． 
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Fig. 9. Effects of MEK and MAPK inhibitors on i.t. Ang II- or III-induced nociceptive behavior in mice. U0126 (A, 
B), SP600125 (C, D) or SB203580 (E, F) was co-administered i.t. with Ang II (3 pmol) or III (1 pmol). The duration of 
scratching, biting and licking induced by Ang II or III was determined over a 25 min period starting immediately after its 
injection. Values represent the means ± S.E.M. for groups of 10 mice. **p < 0.01 compared with vehicle controls, #p < 
0.05 compared with Ang II alone and ##p < 0.01 compared with Ang III alone. n.s., not significant.  
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1.3.7. Ang II 及び IIIによる脊髄内 MAPKのリン酸化 
 Ang II 及び III が脊髄内 MAPK の活性化を引き起こすのか否かを明らかにするため，こ
れらのペプチドを i.t.投与した 10 分後に腰髄背側部を切り出し，ウエスタンブロット法によ
り ERK1/2，JNK 及び p38 MAPK のリン酸化体の発現量を定量した．その結果，Ang II 及び
III は ERK1/2 や JNK のリン酸化を引き起こさなかった (Fig. 10A, B, D, E)．一方で，これら
のペプチドはリン酸化 p38 MAPK の発現量を有意に上昇させたが，このリン酸化は losartan 
(3 nmol) の i.t.同時投与により顕著に抑制された (Fig. 10C and F)．これらの結果より，i.t.投
与されたAng II及び IIIはAT1受容体を介して p38 MAPKのリン酸化を引き起こすことが明
らかとなった． 
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Fig. 10. Alterations in spinal MAPKs phosphorylation by Ang II or III and the effect of losartan. Dorsal lumbar 
spinal cord samples were taken 10 min after i.t. injection of Ang II (3 pmol) or III (1 pmol). The phosphorylation of 
ERK1/2 (A, D), JNK (B, E) and p38 MAPK (C, F) was examined by Western blotting. Losartan (3 nmol) was 
co-administered i.t. with Ang II or III. Top: representative Western blots of total- and phospho-MAPKs. Bottom: 
quantifications of phospho-MAPKs relative to total-MAPKs set as 1.0 in the vehicle-treated group. Each value represents 
the means ± S.E.M. of 4 mice in each group. *p < 0.05, **p < 0.01 compared with vehicle controls and #p < 0.05 
compared with Ang II or III alone. n.s., not significant. 
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1.3.8. Ang II 及び III i.t.投与後の脊髄後角におけるリン酸化 p38 MAPK陽性細胞の局在 
これまでの結果より，Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動は，脊髄後角の AT1 受容体を介
した p38 MAPKのリン酸化に起因して引き起こされることが明らかとなった．そこで次に，
これらの疼痛関連行動のより詳細な発現機構を明らかにする目的で，Ang II (3 pmol) 及び III 
(1 pmol) を i.t.投与した 10 分後の脊髄後角を蛍光二重染色することにより，p38 MAPK のリ
ン酸化が引き起こされている細胞種の特定を行った．Fig. 11A-F 及び Fig. 12A-F に示したよ
うに，Ang II 及び III による p38 MAPK のリン酸化は，NeuN 陽性細胞及び GFAP 陽性細胞
に引き起こされていた．一方，Iba-1 陽性細胞においてリン酸化 p38 MAPK の発現は認めら
れなかった．1.3.5.で記載したように，AT1 受容体は神経細胞及びアストロサイトに発現す
るが，ミクログリアに発現しない．これらの結果より，Ang II 及び III の脊髄後角における
p38 MAPK のリン酸化は，AT1 受容体が存在する神経細胞及びアストロサイトで引き起こさ
れ，AT1 受容体が存在しないミクログリアでは引き起こされないことが明らかとなった． 
 
Fig. 11. Double immunofluorescence staining of phosphorylated p38 MAPK and either NeuN, GFAP or Iba-1 in 
the mouse lumbar superficial dorsal horn (L5) 10 min after the i.t. injection of Ang II (3 pmol). A-C: 
photomicrographs of fluorescent NeuN-IR cells (A) and p-p38 MAPK-IR cells (B), and merging of A and B (C). D-F: 
photomicrographs of fluorescent GFAP-IR cells (D) and p-p38 MAPK-IR cells (E), and merging of D and E (F). G-I: 
photomicrographs of fluorescent Iba-1-IR cells (G) and p-p38 MAPK-IR cells (H), and merging of G and H (I). Scale bar 
= 20 m.  
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Fig. 12. Double immunofluorescence staining of phosphorylated p38 MAPK and either NeuN, GFAP or Iba-1 in 
the mouse lumbar superficial dorsal horn (L5) 10 min after the i.t. injection of Ang III (1 pmol). A-C: 
photomicrographs of fluorescent NeuN-IR cells (A) and p-p38 MAPK-IR cells (B), and merging of A and B (C). D-F: 
photomicrographs of fluorescent GFAP-IR cells (D) and p-p38 MAPK-IR cells (E), and merging of D and E (F). G-I: 
photomicrographs of fluorescent Iba-1-IR cells (G) and p-p38 MAPK-IR cells (H), and merging of G and H (I). Scale bar 
= 20 m. 
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1.3.9. Ang II 及び III誘発性疼痛関連行動に対する各種グリア細胞阻害薬の効果 
Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動に対する脊髄内グリア細胞の関与を探る目的で，これ
らのペプチドを投与する30分前にアストロサイト阻害薬LAAもしくはミクログリア阻害薬
minocycline を i.t.投与し，その効果について検討した．LAA (12.5-50 nmol) は Ang II (3 pmol) 
及び Ang III (1 pmol) 誘発性疼痛関連行動に対して用量依存的な抑制作用を示し，その ID50
値はそれぞれ28.7 (26.5-31.1) nmol及び29.6 (29.4-29.8) nmolであった (Fig. 13 A and C)．一方，
2 nmol の minocycline はヒスタミン誘発性疼痛関連行動を抑制することが報告されているが 
[30]，20 nmol の minocycline を用いても Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動は抑制されなか
った (Fig. 13B and C)．これらの結果より，i.t.投与された Ang II 及び III は，ミクログリアで
はなく，アストロサイトの活性化を介して疼痛関連行動を誘発させることが明らかとなった． 
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Fig. 13. Effects of astrocytic and microglial inhibitors on i.t. Ang II- and III-induced nociceptive behavior in mice. 
LAA or minocycline were administered i.t. 30 min prior to the injection of Ang II (3 pmol) (A, B) or Ang III (1 pmol) (C, 
D). The duration of scratching, biting and licking induced by Ang II or III was determined over a 25 min period starting 
immediately after the injection of Ang II or III. Values represent the means ± S.E.M. for groups of 10 mice. *p < 0.05, 
**p < 0.01 compared with vehicle controls and # p < 0.05, ## p < 0.01 compared with Ang II or III alone. n.s., not 
significant. 
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1.3.10. Ang II 及び IIIによる p38 MAPKのリン酸化に対するアストロサイト阻害薬の効果 
Ang II及び IIIによる p38 MAPKのリン酸化に対する LAAの効果をウエスタンブロット法
により検討した．LAA (50 nmol) は Ang II (3 pmol) 又は Ang III (1 pmol) を投与する 30 分前
に i.t.へ投与した．その結果，LAA の i.t.前投与は Ang II 及び III による p38 MAPK のリン酸
化を顕著に抑制した (Fig. 14A and B)．これらの結果より，LAA はアストロサイトにおける
p38 MAPK のリン酸化を抑制することで，Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動に対して抑制
的に作用する可能性が示唆された． 
 
 
Fig. 14. Increase in spinal p38 MAPK phosphorylation by Ang II or III and their inhibition by LAA. Dorsal lumbar 
spinal cord samples were taken 10 min after i.t. injection of Ang II (3 pmol) or III (1 pmol). The phosphorylation of p38 
MAPK induced by Ang II (A) or III (B) was examined by Western blotting. LAA (50 nmol) was administered i.t. 30 min 
before the injection of Ang II or III. Top: representative Western blots of total- and phospho-p38 MAPK. Bottom: 
quantifications of phospho-p38 MAPK relative to total-p38 MAPK set as 1.0 in the vehicle-treated group. Each value 
represents the means ± S.E.M. of 6 mice in each group. **p < 0.01 compared with vehicle controls, #p < 0.05 compared 
with Ang II alone and ##p < 0.01 compared with Ang III alone. 
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1.4. 考察 
第 1 章では i.t.投与された Ang II 及び III が，脊髄後角の神経細胞及びアストロサイトに発
現している AT1 受容体を介した p38 MAPK の活性化に起因して，疼痛関連行動を誘発する
ことを明らかとした． 
Ang II は強力な血管収縮因子として知られているが，脳内においては疼痛伝達の調節因子
としての機能も有している．すなわち，PAG [18, 31] や脳室内 [32, 33] へ投与された Ang II
は疼痛伝達機構に対して抑制的に働く．一方，CVLM において Ang II は痛覚過敏を引き起
こす [16]．これらの報告は，Ang II が作用する脳部位の違いにより，疼痛伝達機構に対して
相反する作用を示すことを示唆している．しかしながら，脊髄疼痛伝達機構における Ang II
の役割については未だ研究が行われていない．従って，本研究ではこの点を明らかにする目
的で，Ang II 及びその C 末端代謝物で AT1 及び AT2 受容体に完全アゴニストとして作用す
る Ang III を i.t.投与し，疼痛伝達機構への関与について検討した． 
Ang II はラットやヒトの DRG において，サブスタンス P や CGRP といった神経ペプチド
と共局在している [20]．この知見は，Ang II が脊髄において神経伝達物質あるいは調節因子
として機能している可能性を窺わせる．本研究において，i.t.投与された Ang II (3 pmol) 及
び III (1 pmol) は AT2 受容体ではなく，AT1 受容体に作用することにより疼痛関連行動を誘
発した．しかしながら，Ang II が i.t.投与 5-10 分後及び 20-25 分後をピークとする 2 相性の
行動を示したのに対し，Ang III は投与後 5-25 分にわたる持続的な疼痛関連行動を誘発した．
Ang III は Ang II N 末端側の Asp 残基が aminopeptidase A の働きにより遊離することで産生
される [34]．また，Ang III は Ang II を PAG のホモジネート中で加水分解した際に生成する
主要ペプチドであることが報告されている [35]．従って，Ang II 誘発性疼痛関連行動の経時
変化において，最初のピークは投与された Ang II 自身による作用であり，2 つ目のピークは
Ang II から生成した Ang III による反応であると考えられる． 
Ang II及び IIIはAT1受容体に対して完全アゴニストとして作用するが，その親和性はAng 
II の方が約 2.5 倍高い [36]．しかしながら，i.t.投与後 25 分間で Ang II (3 pmol) が約 80 秒の
疼痛関連行動を誘発したのに対して，Ang III はより低用量の 1 pmol で同程度の反応を示し
た．オクタペプチドである Ang II は ACE2 の働きにより C 末端の Phe 残基が遊離すること
により，へプタペプチドの Ang (1-7) へと代謝される [37]．この Ang (1-7) は Mas 受容体に
作用することにより，Ang IIのAT1受容体を介した多くの反応に対して抑制的に働く[38, 39]．
また，本研究室ではこれまでに 0.1 及び 0.3 pmol という極めて低用量の Ang (1-7) が Mas 受
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容体を介して Ang II 誘発性疼痛関連行動を抑制することを報告している [40]．従って，i.t.
投与された Ang II は，それ自身から生成された Ang (1-7) により疼痛関連行動が抑制される
可能性が推察される．一方，Ang III は Ang II の N 末端側に存在する Asp が欠落しているた
め，Ang (1-7) には代謝されない．Ang III が AT1 受容体への親和性の低さにも関わらず，
Ang II よりも低用量で疼痛関連行動を誘発した要因は，Ang III からは Ang (1-7) が生成され
ないためと考えられる． 
脊髄における p38 MAPK の活性化は絞扼性神経損傷 (CCI) モデル [41, 42] 及び脊髄神経
結紮 (SNL) モデル [43, 44] といった神経障害性疼痛モデルや，完全フロイドアジュバント 
[23]，蜂毒 [45]，ホルマリン [46] 及びカプサイシン [47] 誘発性の炎症性疼痛モデルにお
いて認められている．本研究において，Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動は p38 MAPK 阻
害薬 SB203580 の i.t.投与により抑制された．さらに，Ang II 及び III は ERK1/2 や JNK に影
響を与えることなく p38 MAPK のリン酸化を引き起こし，このリン酸化は losartan により有
意に抑制された．従って，Ang II及び IIIは共に，脊髄においてAT1受容体を介した p38 MAPK
の活性化に起因して疼痛関連行動を誘発することが明らかとなった． 
脳においてAT1受容体は神経細胞，アストロサイト及びミクログリアに発現しているが，
その発現パターンは脳領域の違いにより異なっている．例えば，海馬歯状回の分子層におい
て AT1 受容体はアストロサイトに発現しているが，ミクログリアには発現していない [48]．
一方，脳梗塞モデルラットの大脳皮質では，脳梗塞発症後にミクログリアにおいて AT1 受
容体が発現してくることが報告されている [49]．AT1 受容体は脳弓下器官の神経細胞や，
終板器官のアストロサイトにおいても発現している [50]．しかしながら，脊髄において AT1
受容体がどの細胞種に発現しているのかについては，未だ検討されていない．そこで，この
点を明らかにするため，AT1 受容体と各種細胞マーカーの共染色を行ったところ，脊髄後角
において AT1 受容体は神経細胞及びアストロサイトに発現しており，ミクログリアには存
在しないことが明らかとなった． 
近年，多くの研究により脊髄疼痛伝達機構におけるグリア細胞の関与が支持されている．
従って，本研究で示した Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動もアストロサイトやミクログリ
アが関与しているか否かを探る目的で，これらのグリア細胞に対する特異的な阻害薬を用い
た検討を行った．アストロサイト及びミクログリアの活性は，それぞれ LAA [51, 52] 及び
minocycline [53-55] により抑制される．さらに，i.t.投与されたこれらのグリア細胞阻害薬は，
神経障害性疼痛や炎症性疼痛における脊髄内グリア細胞の活性化を抑制することにより，鎮
- 29 - 
 
痛作用を示す [56, 57]．ミクログリアは神経障害性疼痛や炎症性疼痛下においてインターロ
イキン (IL) 1，IL6 や tumor necrosis factor といった種々のサイトカインを放出することで
疼痛発現に関与している [58-60]．一方，脊髄後角のアストロサイトは末梢炎症モデル [61]，
SNL モデル [62] 及び癌性疼痛モデル [63] において疼痛伝達に寄与している．本研究にお
いて，i.t.投与された Ang II 及び III はミクログリアに作用することなく，神経細胞及びアス
トロサイトの p38 MAPK をリン酸化した．これらの結果は，Ang II 及び III が AT1 受容体を
介して神経細胞やアストロサイトを活性化している可能性を示唆している．さらに，Ang II
及び III により引き起こされる疼痛関連行動及び p38 MAPK のリン酸化は，アストロサイト
阻害薬 LAA により抑制されたものの，ミクログリア阻害薬 minocycline の影響は受けなかっ
た．従って，Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動の発現にはアストロサイトの活性化が重要
な役割を担っており，ミクログリアは関与していないものと考えられる． 
I.t.投与された Ang II 及び III は，脊髄後角における神経細胞及びアストロサイトにおける
p38 MAPK のリン酸化を引き起こしたが，同様の現象は神経障害性疼痛モデルの脊髄におい
ても認められている．すなわち，Moonらは，CCIモデルマウスの脊髄で認められるp38 MAPK
のリン酸化が神経細胞及びアストロサイトにおいて引き起こされており，p38 MAPK 阻害薬
SB203580 の i.t.投与が，アストロサイトの活性化及びアロディニアを抑制することを報告し
ている [64]．この知見は，脊髄内の神経細胞及びアストロサイトにおける p38 MAPK の活
性化が脊髄疼痛伝達機構において促進的に関与していることを示唆している．以上より，i.t.
投与されたAng II及び IIIは脊髄後角のアストロサイトや神経細胞に発現しているAT1受容
体を介して p38 MAPK のリン酸化を引き起こすことにより，これらの細胞を活性化させ，
その結果として疼痛関連行動を誘発することが明らかとなった． 
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1.5. 小括 
 
Ang II 及び III を i.t.投与し，これらのペプチドの脊髄疼痛伝達機構における役割について
検討した結果，以下の知見が得られた． 
 
1) Ang II (3 pmol) 及び III (1 pmol) は 25 分間にわたる疼痛関連行動を誘発した． 
 
2) Ang II 及び III 誘発性疼痛関連行動は AT1 受容体拮抗薬 losartan の i.t.投与により用量依
存的に抑制されたが，AT2 受容体拮抗薬 PD123319 はこれらの疼痛関連行動に影響を与
えなかった． 
 
3) AT1 受容体は疼痛伝達機構において重要な役割を担っている脊髄後角 (ラミナ I 層及び
II 層) に高発現していた． 
 
4) 脊髄後角において AT1 受容体は，神経細胞及びアストロサイトに局在しており，ミクロ
グリアにおける発現は認められなかった． 
 
5) Ang II及び IIIは，脊髄背側部において ERK1/2 や JNKの活性に影響を与えることなく，
AT1 受容体を介して有意な p38 MAPK のリン酸化を引き起こした． 
 
6) Ang II 及び III による脊髄 p38 MAPK のリン酸化は神経細胞およびアストロサイトにお
いて引き起こされ，ミクログリアにおけるリン酸化は認められなかった． 
 
7) Ang II及び III誘発性疼痛関連行動はアストロサイト阻害薬 LAAの i.t.前投与により用量
依存的に抑制されたが，ミクログリア阻害薬 minocycline はこれらの疼痛関連行動に影
響を与えなった． 
 
 以上，本章の結果より，i.t.投与された Ang II 及び III は脊髄後角のアストロサイトや神経
細胞に発現している AT1 受容体を介して p38 MAPK のリン酸化を引き起こすことにより，
これらの細胞を活性化させ，その結果として疼痛関連行動を誘発することが明らかとなった． 
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第 2章 ホルマリン誘発性侵害刺激行動に対する AT1 受容体拮抗薬 losartan の効果 
 
2.1. 緒言 
 第 1 章では i.t.投与された Ang II が脊髄疼痛伝達機構において促進的に働くことを明らか
にした．しかしながら，内因性の Ang II が実際に疼痛伝達に関与しているのか否かについ
ては不明である．そこで，第 2 章ではこの点を明らかにする目的で，ホルマリン試験を用い
て，侵害刺激行動に対する AT1 受容体拮抗薬 losartan の i.t.投与による効果について検討し
た． 
 
 
2.2. 実験材料ならびに方法 
 
2.2.1. 使用動物 
実験には，体重 22-24 g の ddY 系雄性マウス (日本 SLC) を使用した．飼育条件は第 1 章
に記載した通りである． 
 
 
2.2.2. I.t.投与 
 I.t.投与は Hylden と Wilcox の方法 [24] に準じて行った．詳細については，第 1 章に記載
した通りである． 
 
 
2.2.3. ホルマリン試験 
 マウスを測定用透明プラスチックケージ (22.0 × 15.0 × 12.5 cm) の中へ 1 個につき 1 匹ず
つ入れ，約 60 分後に自発運動の消失を確認した後，マウスをケージから取り出し素早く 2% 
ホルマリン溶液 (0.75%ホルムアルデヒド含有生理食塩液) を 20 l/mouseの割合で後肢足蹠
内へ投与した．測定はケージから約 1 m 離れて行い，測定項目はホルマリン投与部位である
右後肢足蹠内に対する licking 及び biting 行動を指標とし，ホルマリン投与直後から 5 分ま
での行動を第 1 相，10～30 分までの 20 分間を第 2 相とした．この一連の行動持続時間をス
トップウォッチで計測した． 
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2.2.4. 使用薬物 
 ホルマリンは Wako Pure Chemical Industries より購入した．その他の試薬は第 1 章と同様
である．Losartan は Ringer 液に溶解し，ホルマリン投与 5 分前に i.t.へ投与した． 
 
 
2.2.5. 顕微測光法による Ang II 及びリン酸化 p38 MAPKの定量 
下記の 1 次抗体を 1% NGS 含有 PBST で希釈し，免疫染色を行った．脊髄の固定法及び凍
結切片の染色法は第 1 章と同様である． 
 
1 次抗体 
 ウサギ抗 Ang II 抗体     (Phoenix Pharmaceuticals, 50 倍希釈) 
 ウサギ抗リン酸化 p38 MAPK 抗体    (100 倍希釈) 
  
 
2.2.6. 統計処理 
実験結果は，平均値 (means) ± 標準誤差 (SEM) で示した．群間の有意差は 1 元配置の分
散分析後，Fischer’s PLSD 法を用いて検定した．尚，すべての検定法において危険率 5%以
下を有意差ありと判定した． 
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2.3. 実験結果 
 
2.3.1. ホルマリン試験における losartan i.t.投与の効果 
2%ホルマリン液を足蹠内へ投与することにより，投与部位への licking 及び biting 行動か
らなる急性の侵害刺激行動が投与直後より 5 分間にわたり誘発される (第 1 相)．この行動
はホルマリン投与 5 分後に消失するが，投与後 10-30 分に再び引き起こされる (第 2 相)．ホ
ルマリンを投与する 5 分前に losartan (30-100 nmol) を i.t.投与したところ，第 1 相及び第 2
相の行動は抑制され，両相とも 54.8 nmol 及び 100 nmol の用量において有意な抗侵害刺激作
用が認められた (Fig. 15A and B)． 
 
 
Fig. 15. Antinociceptive effect of i.t. administration of losartan in the mouse formalin test. The nociceptive behavior 
during both (A) first (0-5 min) and (B) second (10-30 min) phases after 2% formalin injection was measured as the 
amount of time spent licking and biting of the injected paw. Losartan or Ringer was administered i.t. 5 min before the 
injection of 2% formalin. The data are given as the means ± S.E.M. for groups of 10 mice. *p < 0.05, **p < 0.01 when 
compared with Ringer controls. 
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2.3.2. ホルマリン足蹠内投与による脊髄内 Ang II の発現量の変化 
ホルマリン投与 3 分後に灌流固定したマウスの脊髄切片を免疫染色した後，Ang II の発現
量の変化を顕微測光法により解析した．解析結果は 18 段階に色分けされ，黒色から白色に
なるにつれて蛍光強度が高くなっていることを表している．Ang II は脊髄後角 (ラミナ I 層
及び II 層) において比較的高発現していた (Fig. 16A)．脊髄後角における Ang II の発現量を
定量したところ，ホルマリン投与群の ipsilateral 側では生理食塩液投与群と比較し，約 1.5
倍程度の発現量の上昇が認められた (Fig. 16B)． 
 
 
Fig. 16. Change in Ang II levels in the mouse lumbar spinal cord by formalin-induced nociception. (A) Diagram 
representing segment L5 of the spinal cord. (B) Distribution of the immunohistochemical fluorescence intensity for Ang 
II in the lumbar spinal cord 3 min after the injection of 2% formalin or saline into the plantar surface of the right hindpaw. 
(C) Quantification of the fluorescence intensity for Ang II relative to the ipsilateral superficial dorsal horn (laminae I and 
II), 3 min after the injection of saline into the plantar surface. The data are given as the means ± S.E.M. for groups of 8 
mice. *p < 0.05 for saline versus formalin on the ipsilateral side. 
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2.3.3. ホルマリン足蹠内投与による脊髄内リン酸化 p38 MAPKの発現量の変化 
ホルマリン投与 3 分後に灌流固定したマウスの脊髄切片を免疫染色した後，リン酸化 p38 
MAPK の発現量の変化を顕微測光法により解析した．リン酸化 p38 MAPK は脊髄後角 (ラ
ミナ I 層及び II 層) において高発現していた (Fig. 17A)．脊髄後角におけるリン酸化 p38 
MAPK の発現量を定量したところ，ホルマリン投与群の ipsilateral 側では生理食塩液投与群
と比較し，約 1.7 倍程度発現量が上昇しており，さらに，このリン酸化は losartan (54.8 nmol) 
の i.t.前投与により有意に抑制された (Fig. 17B)． 
 
Fig. 17. Change in phospho-p38 MAPK levels in the mouse lumbar spinal cord by formalin-induced nociception 
and the effect of losartan. Losartan (54.8 nmol) was administered i.t. 5 min before the injection of 2% formalin. (A) 
Distribution of the immunohistochemical fluorescence intensity for phospho-p38 MAPK in the lumbar spinal cord 3 min 
after the injection of 2% formalin or saline into the plantar surface of the right hindpaw. (B) Quantification of the 
fluorescence intensity for phospho-p38 MAPK relative to the ipsilateral superficial dorsal horn (laminae I and II), 3 min 
after the injection of saline into the plantar surface. The data are given as the means ± S.E.M. for groups of 8-9 mice. **p 
< 0.01 for saline versus formalin, 
#
p < 0.05 for formalin versus formalin plus losartan on the ipsilateral side. Numbers in 
parentheses indicate the number of mice used in each group. 
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2.4. 考察 
アンジオテンシン変換酵素 (ACE) やアンジオテンシノーゲン (AGT) は松果体，間脳，
脳幹，大脳皮質や小脳において発現しており [65]，Ang II は脳内局所でも生合成されている 
[66]．脊髄における Ang II 産生系の存在に関する知見は未だ報告されていないが，最近，本
研究室では，脊髄後角において ACE がグリア細胞ではなく神経細胞特異的に発現している
ことを明らかにしている [67]．このことから，脊髄において Ang II は，侵害受容ニューロ
ンに発現している ACE により局所的に産生されている可能性が考えられる．さらに，ラッ
ト及びヒトの DRG において Ang II は脊髄における痛みの伝達物質として知られている
CGRP やサブスタンス P と共存している [20]．これらの知見は，Ang II が脊髄において神経
伝達物質あるいは調節因子として機能している可能性を示唆している． 
Sevenson らは，ラットの右後肢足蹠内へホルマリン (5%, 50 L) を投与することにより，
投与 5分後の脊髄後角 (ipsilateral側) におけるリン酸化 p38 MAPKの発現量が 2倍程度上昇
していること，及びホルマリン投与 10 分前に i.t.投与された p38 MAPK 阻害薬 SB203580 あ
るいは SD-282 が抗侵害刺激作用を示すことを報告している [68]．この報告は，脊髄後角に
おける p38 MAPK の活性化が，ホルマリン誘発性侵害刺激行動の発現に対して重要な役割
を担っていることを示唆している．本研究では，ホルマリン投与 3分後の脊髄後角 (ipsilateral
側) において Ang II 及びリン酸化 p38 MAPK の発現量が有意に上昇していた．さらに，ホ
ルマリン投与 5 分前に losartan を i.t.投与することにより，第 1 相及び第 2 相の侵害刺激行
動が用量依存的に抑制された．これらの結果より，Ang II が脊髄における痛みの伝達物質あ
るいは調節因子としての役割を担っていること，及び losartan が Ang II の発現量上昇に起因
した p38 MAPK のリン酸化を阻害することにより抗侵害刺激作用を示すことが明らかとな
った．最近，本研究室では，streptozotocin (STZ) 誘発性 1 型糖尿病モデルマウスで認められ
る糖尿病性神経障害性疼痛において，i.t.投与された losartan が脊髄内 p38 MAPK の活性を抑
制することに起因して抗アロディニア作用を示すことを見出している [67]．さらに，臨床
試験において ACE 阻害薬である trandolapril や lisinopril が糖尿病性神経障害を予防・改善さ
せることが明らかにされている [69, 70]．これらの報告から，AT1 受容体拮抗薬や ACE 阻
害薬が臨床において鎮痛薬として有用である可能性が示唆される． 
 興味深いことに，ホルマリン投与群の脊髄後角では contralateral 側においても Ang II 及び
リン酸化 p38 MAPK の発現量が生理食塩液投与群のそれらと比較してやや上昇していた．
Contralateral 側において発現量が上昇した原因は不明であるが，ホルマリン投与 10 分後の脊
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髄後角では，ipsilateral 及び contralateral 側のラミナ I，II，V 及び X 層においてリン酸化さ
れた cAMP 応答配列結合タンパク質 (CREB) の発現量が上昇することが報告されている 
[71]．CREB のリン酸化は p38 MAPK 依存的に引き起こされることから [72-74]，ホルマリ
ン投与後の脊髄後角では両側性に p38 MAPK の活性化が引き起こされているものと考えら
れる． 
 ACE2 は Ang I を Ang (1-9) へと分解し，その後，Ang (1-9) は ACE やニュートラルエン
ドペプチダーゼ 24.11 により Ang (1-7) に代謝される [75]．また，ACE2 は Ang II を直接 Ang 
(1-7) へと代謝する [37]．Ang (1-7) は G タンパク質共役型受容体である Mas 受容体へ作用
することにより，血管拡張作用，細胞増殖抑制作用や心肥大抑制作用を示し，Ang II の生理
作用に対して抑制的に働く [10, 11]．近年，ACE2-Ang (1-7)-Mas 受容体系は ACE-Ang II-AT1
受容体系と相反する作用を示すことにより，レニン—アンジオテンシン系のバランスを調節
していることが明らかにされている [38]．これらの調節機構は脊髄における疼痛伝達にも
関与しており，本研究室ではこれまでに，脊髄後角の Mas 受容体が AT1 受容体と共局在し
ていること，及び i.t.投与された Ang (1-7) が Mas 受容体に作用することにより Ang II 誘発
性疼痛関連行動に対して抑制的に作用することを見出している [40]．また，Ang (1-7) は末
梢においても抗侵害刺激作用を示すことが報告されている [76]．本研究において，losartan
の i.t.投与が抗侵害刺激作用を示したことから，脊髄疼痛伝達機構において ACE-Ang II-AT1
受容体系は促進的に働くが，この機構は ACE2-Ang (1-7)-Mas 受容体系により抑制的に制御
されている可能性が示唆される． 
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2.5. 小括 
 
ホルマリン試験を用いて losartan の抗侵害刺激作用について検討した結果，以下の知見が
得られた． 
 
1) I.t.投与された losartan (30-100 nmol) はホルマリンにより誘発される第 1相及び第 2相の
侵害刺激行動を用量依存的に抑制した． 
 
2) ホルマリン投与 3 分後の脊髄後角では Ang II 及びリン酸化 p38 MAPK の発現量が
ipsilateral 側において有意に上昇していた． 
 
3) ホルマリンによる脊髄 p38 MAPKのリン酸化は losartanの i.t.前投与により有意に抑制さ
れた． 
 
 以上，本章の結果より，i.t.投与された losartan はホルマリン試験において p38 MAPK のリ
ン酸化を阻害することにより抗侵害刺激作用を示すことが明らかとなった．さらに，Ang II
は脊髄における痛みの伝達物質あるいは調節因子として機能している可能性が示唆された． 
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総括 
 
 本研究では，脊髄疼痛伝達機構における angiotensin (Ang) 系の役割を解明することを目的
に，以下の内容について検討を行った． 
  
第 1 章では Ang II 及び III を i.t.投与し，これらのペプチドが脊髄疼痛伝達機構に及ぼす影
響について検討した．その結果，Ang II 及び III は，脊髄後角 (ラミナ I層及び II 層) に高発
現している AT1 受容体に作用することにより 25 分間にわたる疼痛関連行動を誘発した．ウ
エスタンブロット法や各種 MAPK 阻害薬を用いた解析から，これらの疼痛関連行動は，脊
髄背側部における p38 MAPK のリン酸化に起因して引き起こされることが明らかとなった．
さらに，脊髄後角において AT1 受容体は神経細胞やアストロサイトに発現しており，ミク
ログリアには存在していなかった．Ang II 及び III による p38 MAPK のリン酸化は AT1 受容
体が発現している，神経細胞及びアストロサイトにおいて引き起こされ，AT1 受容体が発現
していないミクログリアでは引き起こされなかった．従って，Ang II 及び III は脊髄後角の
神経細胞及びアストロサイトに発現している AT1 受容体に作用することにより，これらの
細胞における p38 MAPK の活性化を引き起こし，その結果として疼痛関連行動を誘発する
ことが明らかとなった (Fig. 18)． 
Fig. 18. Schematic illustration of the mechanism of Ang II- or III-induced pain-related behavior in mice. 
 
 Ang II及び IIIはそれぞれAT1受容体に対する完全アゴニストとして作用するものの，AT1
受容体に対する親和性はAng IIの方が約2.5倍高いことが知られている [36]．しかしながら，
Ang III は Ang II よりも低用量でより強力な疼痛関連行動を誘発した． Ang II の N 末端代謝
物である Ang (1-7) は Mas 受容体に作用することにより，Ang II の AT1 受容体を介した多く
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の反応に対して抑制的に働くことが報告されている [38, 39]．また，本研究室ではこれまで
に 0.1及び 0.3 pmolという極めて低用量の Ang (1-7) がMas受容体を介して Ang II誘発性疼
痛関連行動を抑制することを報告している [40]．従って，i.t.投与された Ang II は，それ自
身から生成された Ang (1-7) により疼痛関連行動が抑制される可能性が推察される．一方，
Ang III は Ang II の N 末端側に存在する Asp が欠落しているため，Ang (1-7) には代謝され
ない．Ang III が AT1 受容体への親和性の低さにも関わらず，Ang II よりも低用量で疼痛関
連行動を誘発した要因は，Ang III からは Ang (1-7) が生成されないためと考えられる． 
 
 第 2 章では，内因性 Ang II の脊髄疼痛伝達機構における役割を明らかにする目的で，ホ
ルマリン試験を用いて i.t.投与された losartan が抗侵害刺激作用を示すか否かを検討した．そ
の結果，ホルマリンにより誘発される第 1 相及び第 2 相の侵害刺激行動は，losartan (30-100 
nmol) により有意に抑制された．また，ホルマリン投与 3 分後の脊髄後角では Ang II 及びリ
ン酸化 p38 MAPKの発現量が生理食塩液投与群のそれらと比較して約 1.5倍程度上昇してい
た．加えて，losartan の i.t.前投与がホルマリンによる p38 MAPK のリン酸化を有意に抑制し
たことから，ホルマリン試験において losartan は Ang II の AT1 受容体を介した p38 MAPK
の活性化を抑制することにより抗侵害刺激作用を示すことが明らかとなった (Fig. 19)．さら
に，Ang II は脊髄における痛みの伝達物質あるいは調節因子として機能している可能性が示
唆された． 
Fig. 19. Schematic illustration of antinociceptive effect produced by losartan in the mouse formalin test. 
 
 本研究により，Ang II 及び III が脊髄における痛みの伝達物質あるいは調節因子として機
能している可能性が示唆された．これらのペプチドによる疼痛は神経細胞及びアストロサイ
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トの活性化を介して誘発されたが，脊髄後角においてアストロサイトは，急性疼痛から慢性
疼痛への移行及び慢性疼痛の維持において重要な役割を担っている [77]．さらに，最近，
本研究室では，1 型糖尿病モデルマウスで認められる糖尿病性神経障害性疼痛が，脊髄内に
おける Ang II 産生系の亢進に起因して引き起こされることを見出している [67]．AT1 受容
体拮抗薬および ACE 阻害薬は高血圧や心不全の治療薬として臨床で汎用されており，ヒト
での安全性に関しても十二分に確保されている．従って，AT1 受容体拮抗薬や ACE 阻害薬
が慢性疼痛治療薬としての新規適応拡大の可能性が期待される． 
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